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Vandenilio gamybos i$ angliandeniliu turtingy reservuary biidas ir kompozicija

(57) Referatas:

Sis i$radimas apima vandenilio gamybos i$ rezervuaruose esanéiy angliavandeniliy kompozicijg ir bidg. Kompozicija apima
anaerobinés bazines terpés (ABM) tirpalg su specifinémis maistinémis medziagomis, vitaminais, mikroelementais, aktyviosiomis
pavirSiaus medziagomis ir deguonies sugérikliu, kur formulé sukurta mikroby augimui ir vandenilio gamybai rezervuare
optimizuoti. Vandenilio ekstrahavimo i§ rezervuary, kuriuose gausu angliavandeniliy, bidas apima keletg pagrindiniy etapuy:
parenkamas tinkamas angliavandeniliy rezervuaras su zona, kurioje yra nafta, ir mobiligja vandens faze, paprastai pasiekiama
per grezinius, besitesiancius nuo pavirsSiaus iki zonos, kurioje yra nafta; per Siuos grezinius j rezervuarg jleidziama kompozicija,
kurioje yra anaerobiné baziné terpé (ABM) ir papildomos maistinés medziagos, i$laikant specifine skys¢io temperattrg nuo 60 °C
iki maziau nei 120 °C ir slégj nuo 150 iki 300 bary.



VANDENILIO GAMYBOS IS REZERVUARUY, KURIUOSE GAUSU ANGLIAVANDENILIY, KOMPOZICIJA IR
BUDAS

ISRADIMO TECHNIKOS SRITIS
ISradimas yra susijes su energijos gamybos ir aplinkos tvarumo sritimi. Tiksliau — jis susijes su nauja vandenilio

gamybos kompozicija ir bidu vandenilio dujoms iSgauti i$ rezervuary, kuriuose gausu angliavandeniliy.

ISRADIMO TECHNIKOS LYGIS

Vandenilio dujos — tai svarbus kuras ir cheminiy procesy substratas, reikSmingas ekonomine prasme.
Vandenilis vis labiau pripaZjstamas kaip Svarus ir efektyvus energijos neSiklis, turintis didelj potencialg
sumazinti Silthamio efekta sukelian€iy dujy i8metima.

Telkiniai, kuriuose gausu angliavandeniliy, pavyzdziui, iSeikvoti naftos ir dujy rezervuarai — tai didziuliai
organiniy medziagy $altiniai. Siuose telkiniuose anaerobinémis sglygomis klesti jvairios mikroby kolonijos,
gebancios metabolizuoti angliavandenilius ir iSskirti vandenilio dujas kaip Salutinj produkta.

Vandeniliui gauti i§ rezervuary naudojamas mikroby aktyvumo skatinimas telkiniuose, kuriuose gausu
angliavandeniliy. Siame procese naudojami vietiniai mikroorganizmai, kurie anaerobinés fermentacijos badu
metabolizuoja rezervuare esancius angliavandeniliy liku€ius. | rezervuarg jpylus tirpalus, kuriuose yra svarbiy
maistiniy medZiagy ir vitaminy, skatinamas mikroby augimas ir vandenilio gamyba. Reguliuojant jpylimo
parametrus ir vykdant nuolating stebésena, sukuriamos optimalios mikroby aktyvumo saglygos iSgauti
skys€iams, kuriuose gausu vandenilio. ISgautos vandenilio dujos gali bati gryninamos ir naudojamos kaip
Svarus energijos Saltinis jvairiose srityse kaip atsinaujinantis ir aplinkg tausojantis tradicinio iSkastinio kuro
pakaitalas.

Jprasti vandenilio gamybos biidai iS esmés pagrjsti iSkastinio kuro perdirbimu — metano konversija garais arba
anglies dujinimu, kuris susijes su zenkliu iSmetamos anglies kiekiu ir poveikiu aplinkai. Naudojant Siuos bidus,
ne tik didinamas iSmetamas Silthamio efektg sukelian&iy dujy kiekis — jiems jgyvendinti naudojami riboti ir
neatsinaujinantys istekliai, todél kyla ilgalaikio tvarumo problema. Naudojant Siuos budus be tikslinio mikroby
aktyvumo stimuliavimo ir augimo saglygy optimizavimo, natdralus vietiniy mikroorganizmy vandenilio
gamybos potencialas negali bati iki galo realizuotas.

Naudojant jprastus mikrobiologinius procesus, susiduriama su efektyvumo ir masto problemomis. Néra esamy
kompozicijy tikslios formulés, reikalingos mikroby augimui ir vandenilio gamybai optimizuoti telkiniuose,
kuriuose gausu angliavandeniliy.

Be to, néra standartizuoto mikroby aktyvumo skatinimo ir veiklos parametry kontrolés biado, todél
mikrobiologiné vandenilio gamyba negali bati pladiai taikoma.

W02005113784 apraSytas patobulintas mikrobiologinés vandenilio gamybos i$ telkiniy, kuriuose gausu
angliavandeniliy, badas. Pagal apradyma tai sitloma pasiekti, telkinyje stimuliuojant vietiniy mikroorganizmy
metabolizmag, kur blidas apima naudojimg egzogeniniy (galimai — genetiSkai modifikuoty) organizmy, kuriems
badingos tikslinés medziagy apykaitos savybés. Sios medZiagy apykaitos savybés néra apibréztos, i§skyrus
tai, kad jy poveikis yra pagerinti grynajg vandenilio gamybg, o pagal kontekstg numanoma, kad tai susije su
vandenilio suvartojimo slopinimu, o ne angliavandeniliy metabolizavimu j vandenilj telkinyje. Tad Siame
dokumente nejvertinamas ir neatskleidziamas jvedimas | telkinj kity mikroorganizmy dél teigiamo
mikrobiologinés gausos diversifikavimo telkinyje, kur minéti kiti mikroorganizmai néra vietiniai ir kurie patys
galéty metabolizuoti angliavandenilius j molekulinj vandenilj bei padidinti vandenilio gamyba.

Liu, J.-F. et al. (The diversity of hydrogen-producing microorganisms in a high-temperature oil reservoir and

its potential role in promoting the in situ process, Applied Environmental Biotechnology, Vol. 2, pp. 25-34,



2016) istirta vandenilj iSskirianciy mikroorganizmy reikSmeé vandens gamybos naftos verslovése reikSmé ir
kultdros geny, kuriais uzkoduota [FeFe] hidrogenazé, turtinimas naudojant klony biblioteka. IS rezultaty matyti,
kad [FeFe] hidrogenazés genai gautame vandenyje yra jvairis ir priklauso Bacteroidetes, Firmicutes,
Spirochaetes ir nekultdriniams mikroorganizmams. IS rezultaty galima spresti, kad vandenilj gaminantys
mikroorganizmai naftos rezervuaruose gali atlikti teigiamg vaidmenj, skatinant in situ biologinj procesg
gaminant vandenilj, kai tik yra jprasty maistiniy medziagy.

Esamos metodikos, kaip jrodyta jprastais metodais ir ankstesniais bandymais, néra pakankamai efektyvios ir
masinés, kad bty galima iki galo iSnaudoti mikroby aktyvumo potencialg Siuose rezervuaruose.

Atsizvelgiant | ankstesnius pavyzdZius ir trikumus akivaizdu, kad reikia naujovisko sprendimo Sioms
problemoms i8spresti ir visam vandenilio gamybos i$ rezervuary, kuriuose gausu angliavandeniliy, potencialui
iSnaudoti. Sukurta nauja vandenilio gamybos kompozicija ir vandenilio dujy iSgavimo i$ rezervuary, kuriuose

gausu angliavandeniliy, budas.

TRUMPAS ISRADIMO APRASYMAS

Sis isradimas yra susijes su vandenilio gamybos i$ rezervuary, kuriuose gausu angliavandeniliy, kompozicija
ir bldu, panaudojant vietinj mikroby aktyvuma bei tikslios anaerobinés bazinés terpés (ABM) tirpalo formulés
sudaryma.

Kompozicija padidina mikroby populiacijg ir fermentinj aktyvumg, kuris labai svarbus, skaidant
angliavandenilius j vandenilio dujas. Vadovaujantis $iuo poZilriu, maksimaliai padidinama vandenilio
gamyba nenaudojant papildomy mikroorganizmy ir siilomas veiksmingesnis ir tvaresnis mikroby iStekliy
naudojimo vandeniliui gauti i$ rezervuary badas.

Sio i$radimo jgyvendinimo pavyzdyje kompozicija sudaryta i§ anaerobinés bazinés terpés (ABM) tirpalo su
specifinémis maistinémis medziagomis, vitaminais, mikroelementais, aktyviosiomis pavirSiaus medziagomis ir
deguonies sugerikliu, siekiant rezervuare optimizuoti mikroby augimg ir vandenilio gamyba.

Kitame Sio iSradimo jgyvendinimo pavyzdyje vandenilio ekstrahavimo i$ rezervuary, kuriuose gausu
angliavandeniliy, badas apima keletg pagrindiniy etapy: parenkamas tinkamas angliavandeniliy rezervuaras
su zona, kurioje yra nafta, ir mobiligja vandens faze, paprastai pasiekiama per grezinius, besitesiancius nuo
pavirSiaus iki zonos, kurioje yra nafta; per Siuos grezinius j rezervuarg jleidziama kompozicija, kurioje yra
anaerobiné baziné terpé (ABM) ir papildomos maistinés medziagos, iSlaikant specifine skyscio temperatirg
nuo 60 °C iki maziau nei 120 °C ir slégj nuo 150 iki 300 bary.

Kitame Sio iSradimo jgyvendinimo pavyzdyje po jleidimo etapo rezervuare generuojamas skystis, kuriame yra
vandenilis ir vandenilio dujos iSgaunamos i§ pagaminto skyscio — Svaraus bei tvaraus energijos Saltinio.
Kitame Sio iSradimo jgyvendinimo pavyzdyje skystis, jleidZiamas j kompozicijg, gali apimti mikroorganizmus,
kuriy natdraliai neblna angliavandeniliy rezervuare; ir (arba) mikroorganizmy Stamus, kuriy natdraliai néra
angliavandeniliy rezervuare, ir (arba) mikroorganizmy rasis, kuriy natdraliai néra angliavandeniliy rezervuare,
ir (arba) d. genties mikroorganizmus, kuriy natdraliai néra angliavandeniy rezervuare.

Pazymeétina, kad nors Sis iSradimas buvo aprasytas, pateikiant nuorodas | tvirtinimo detales, jis neapsiriboja
Siuo konkrec€iu gaminamy objekty tipu ir gali bati pritaikytas ir kity tipy objekty patikrai atlikti. Be to,

nenukrypstant nuo iSradimo apimties, galimos jvairios sistemos ir blido modifikacijos ir pakeitimai.

TRUMPAS BREZINIY APRASYMAS
Anksciau pateikta santrauka ir toliau pateikiamas iSsamus jvairiy jgyvendinimo pavyzdziy aprasymas geriau
suprantamas, skaitant jj kartu su Siame dokumente pateiktais bréZiniais. lliustraciniais tikslais bréZiniuose

atskleista tema, kuri neapsiriboja konkreciais atskleistais budais ir priemonémis. Be to, Sio apraSymo



privalumai ir ypatybés bus geriau suprantamos, remiantis toliau pateiktu iSsamiu apraSymu ir apibréZtimi kartu
su pridétu bréZiniu, kuriame panasus elementai identifikuojami panasiais simboliais ir kur:

1 pav. pateikta grafiné OD (600 nm) ir laiko valandomis ABM + sirymo + naftos méginyje priklausomybé;
2 pav. pateikta grafiné vandenilio gamybos ir laiko valandomis ABM + strymo (10%) + naftos (1%) méginyje
priklausomybé;

3 pav. pateikta grafiné OD (600 nm) ir laiko valandomis ABM + siirymo + naftos méginyje priklausomybé
su deguonies sugeérikliu;

4 pav. pateikta grafiné vandenilio gamybos ir laiko valandomis ABM + sirymo (10%) + naftos (1%) méginyje
priklausomybé su deguonies sugérikliu;

5 pav. pateikta histograma, kurioje pavaizduota bakterijy, esanCias naftos rezervuaruose, istirty ir iSreikSty
tipo lygmeniu, DNR, ir

6 pav. pateikta histograma, kurioje pavaizduota DNR bakterijy, esanciy naftos rezervuaruose, istirty ir iSreiksty
klasés lygmeniu.

AnkscCiau pateikta santrauka ir toliau pateiktas iSsamus jvairiy jgyvendinimo pavyzdziy aprasymas geriau
suprantamas, skaitant jj kartu su Siame dokumente pateiktais bréziniais. lliustraciniais tikslais bréziniuose
pavaizduoti keli jgyvendinimo variantai, kurie gali bati tinkamesni. Reikéty suprasti, kad pateikti jgyvendinimo

pavyzdziai neapsiriboja tiksliai pavaizduotomis detalémis. Jei nenurodyta kitaip, bréZiniai neatitinka mastelio.

ISSAMUS ISRADIMO APRASYMAS

Toliau pateiktas pageidaujamas geriausias $io iSradimo jgyvendinimo pavyzdys. IS Sio iSradimo apradymo taps
aisku, kad iSradimas neapsiriboja Siais iliustruotais jgyvendinimo pavyzdZiais — jis taip pat apima jvairias jo
modifikacijas ir jgyvendinimo pavyzdzius, todél Sis apraSymas turi bati laikomas iliustraciniu, o ne ribojanciu.
Nors apraSytas jgyvendinimo pavyzdys gali bati modifikuojamas ir keiCiamas, naudojant alternatyvias
konstrukcijas, reikia suprasti, kad néra tikslo apriboti iSradimo tik konkreCia apraSyta forma — prieSingai,
iSradimas turi apimti visas modifikacijas, alternatyvias konstrukcijas, ir ekvivalentus, atitinkancius iradimo
dvasig ir apimtj, kaip nurodyta apibréztyje.

Bet kuriame &ia aprasSytame jgyvendinimo pavyzdyje atviros sgvokos ,sudarytas®, ,apima“ ir pan. (kurios yra
sgvoky jskaitant, ,turi“ir besiskiriantis tuo, kad) gali bdti pakeistos atitinkamomis i$ dalies
uzdaromis sgvokomis ,i§ esmés sudarytas i$“, ,i§ esmés apima" ir pan. arba atitinkamy uzdary sgvoky

X

,sudarytas i§“, ,apima“ ir pan.

Cia vartojamos vienaskaitos formos reigkia ir vienaskaita, ir daugiskaitg, nebent bity aigkiai nurodyta, kad jos
reiSkia tik vienaskaita.

Be to, Cia vartojamos sgvokos ,pirmas®, ,antras®, ,treCias” ir pan. nereiskia jokios tvarkos, kiekio ar svarbos,
0 naudojamos vienam elementui atskirti nuo kito.

Savoka ,rezervuaras kuriame gausu angliavandeniliy“ reiSkia pozemine geologine formacija, kurioje yra daug
naftos ir (arba) gamtiniy dujy.

Terminas ,angliavandenilis” reiSkia junginj, kuriame yra tik vandenilio ir anglies atomas.

Savoka ,mikroorganizmai“ apima bakterijas ir archéjas, jy fermentus ir kitus produktus bei atitinkamus
eukarijus. Suprantama, kad bakterijos ir archéjos paprastai reprezentuoja mikroorganizmus, kurie gali skaidyti
naftg ir (arba) sunaudoti gautus produktus be deguonies.

Sis isradimas yra susijes su vandenilio gamybos i$ rezervuary, kuriuose gausu angliavandeniliy, kompozicija
ir bddu, panaudojant vietinj mikroby aktyvumg bei tikslios anaerobinés bazinés terpés (ABM) tirpalo formulés

sudaryma.



Vandenilio gamybos i$ rezervuary, kuriuose gausu angliavandeniliy, kompozicija sudaryta i§ anaerobinés
bazinés terpés (ABM) tirpalo, papildyto jvairiais komponentais, kuriuose yra 1,0-100,0 g/L NH,CI; 0,33 g -
33,0 g/L MgCl,,6H20; 0,1-10,0 g/L CaCl,,6H,0; 0,33 - 33,0 g/L KCI; 0,5-50,0 g/l KH,POy; 4,0 - 400 g/l mieliy
ekstrakto; 0,4-40 g/L L-cisteino-HCI. H,0; 0,01 - 1 g/L bent vienos aktyviosios pavirSiaus medziagos; ir 1 ml
vitaminy ir mikroelementy tirpalo.

Mikroelementy tirpalas sudarytas i§ mikroelementy: nitrilotriacto ragsties, MgSQOs (magnio sulfato), MnSO,
(mangano sulfato), NaCl (natrio chlorido), FeSO, (gelezies sulfato), CoCl, (kobalto chlorido) ZnSO, (cinko
sulfato), CuSO, (vario sulfato), AIK (SO4), (aliuminio kalio sulfato), H3BO3 (boro rigsties) ir Na,MoO, (natrio
molibdatas).

Sie mikroelementai veikia kaip esminiy medZiagy apykaitos reakcijy kofaktoriai ir katalizatoriai, kuriais
uztikrinama vandenilj gaminanciy mikroorganizmy nuolatiné veikla.

Be to, mikroelementy kiekis kompozicijoje, jskaitant jy koncentracijg, yra 1,5-150,0 mg/L nitrilotriacto ragsties;
3,0 - 300,0 mg/L MgSQy; 0,5 - 50,0 mg/L MnSQy; 1,0 - 100,0 mg/L NaCl; 0,1 - 10,0 mg/l FeSQOy; 0,1 - 10,0
mg/L CaCly; 0,1 - 10,0 mg/L CoCly; 0,1 - 10,0 mg/L ZnSOy; 0,01 - 1 mg/L CuSOy; 0,01 - 1 mg/L AIK(SOs4)y;
0,01 -1 g/L H3BO;3 ir 0,01 - 1 g/L Na;MoO,.

Vitaminy tirpalas kompozicijoje yra parinktas i§ grupés, apimancios bioting, folio ragstj, piridoksino
hidrochloridg, riboflaving, tiaming, nikotino rdgst, pantoteno rhgstj, vitaming B12, p-
aminobenzenkarboksiriigétj ir tioktine rigstj. Sie vitaminai — tai esminiai kofaktoriai, reikalingi jvairiems
fermentiniams procesams ir medziagy apykaitos keliams.

Kompozicijoje taip pat gali bati angliavandeniy Saltinis, jskaitant, bet tuo neapsiribojant, cukraus formomis
(pvz., gliukoze, sacharoze, fruktoze) ir (arba) krakmolais (pvz., kukuriizy krakmolu, bulviy krakmolu), lanks¢iai,
be kita ko, jtraukiant alternatyvius anglies Saltinius, tokius kaip pramoninis cukrus arba melasa.

Be to, aktyvioji pavirSiaus medZiaga parinkta i grupés, apimancios anijonines aktyvigsias pavirSiaus
medZiagas, katijonines aktyvigsias pavirSiaus medziagas, cviterionines aktyvigsias pavirSiaus medzZiagas,
nejonines aktyvigsias pavir$iaus medziagas ir jy derinius. Siame iSradime naudojama pavirSiaus aktyvioji
medZiaga yra ,Tween 80°.

Mieliy ekstrakte yra jvairiy elementy, jskaitant, bet neapsiribojant, aminorigstmis, azoto Saltiniais. Be to,
kompozicijoje yra deguonies sugériklis, palaikantis anaerobines saglygas, parinktas i§ grupés, be kita ko,
apimancios L-cisteing-HCI-H,O, natrio sulfitg, eritorbatg, dietilhidroksilaming (DEHA), hidrochinona, hidrazing,
karbohidrazidg ir metiletilketoksimg (MEKO). Sis junginys efektyviai pasalina deguonj i§ aplinkos, uzkertant
kelig aerobiniam metabolizmui ir sudarant anaerobines sglygas, reikalingas vandeniliui gaminti.
Kompozicijoje naudojamas deguonies sugeériklis yra L-cisteinas-HCI-H,O.

Rezervuaras, kuriame gausu angliavandeniliy, pageidautina, yra skysCio rezervuaras, kuriame gausu
angliavandeniliy, pvz., naftos/bitumo/sunkiosios naftos.

Vandenilio gavybos i§ rezervuaro, kuriame gausu angliavandeniliy, bidas apima tris etapus: angliavandeniliy
rezervuaro, apimancio naftos zong, naudojimg su judrigja vandens faze, kur angliavandeniliy rezervuaras
apima bent vieng greZinj, besitesiantj nuo angliavandeniliy rezervuaro pavirSiaus iki naftingosios zonos
virSutinés arba apatinés srities; kompozicijos, apimancios anaerobine bazine terpe (ABM) ir papildomas
maistines medziagas, jleidimg j bent vieng rezervuaro grezinj, esant skyscio temperatirai nuo 60 °C iki
mazesnés nei 120 °C ir slégiui nuo 150 iki 300 bary; vandenilj apimancio skys€io gamybg i§ angliavandeniliy
rezervuaro po angliavandeniliy rezervuaro greziniy, kurie tesiasi iki rezervuaro naftingosios zonos, turincios

virSutinés arba apatinés srities, atidarymo ir vandenilio dujy gavybg i$ vandenilj apimancio skyscio.



Procese naudojamame skystyje dar gali bati bent vieno tipo mikroorganizmy, pasirinktinai — keliy rasiy
mikroorganizmuy, kurie yra tinkami angliavandeniliams paversti vandeniliu.

Be to, jleidZziamas skystis apima maziausiai vieno tipo mikroorganizmus, parinktus i§ grupés, be kita ko,
apimancius termofilinius mikroorganizmus, Bacteroidetes, Firmicutes, Spirochaete, Clostridia ir Syntrophus.
Sie mikroorganizmai pasirodé esg ypa¢ veiksmingi, paverdiant angliavandenilius vandeniliu. ]leidZiamas
skystis yra 60—-120 °C, pageidautina — 70-110 °C temperatdros.

Procese naudojamas skystis jleidziamas 120-350 bary, pageidautina — 150-300 bary slégio. Sis slégio
diapazonas yra optimalus, nes jleidimo slégis neturi bati didesnis uz ardomajj slégj, o jleidimas Zemesniu nei
rezervuaro slégiu nejmanomas.

Taikant §j bldag, rezervuare yra jdiegtas pH reguliatorius, kuris reguliuoja vandenilj gaminanciy
mikroorganizmy pH intervale nuo 6,0 iki 8,0.

PH reguliatorius pasirinktinai taip pat gali bati naudojamas kaip maistiné medziaga — pavyzdziui, fosfatas gali
veikti ir kaip maistiné medziaga, ir kaip buferiné medziaga, uztikrinanti subalansuotg mikroby ekosistemg,
palankig ilgalaikei vandenilio gamybai.

VirSutiné angliavandeniliy rezervuaro naftos zonos sritis gali bati naftos zonos sritis, kuri tesiasi per tam tikrg
ilgj nuo aukscCiausio naftos zonos tasko gravitacijos jégos kryptimi iki Zemiausio naftos zonos tasko, kur
Zemiausias naftos zonos taskas atitinka angliavandeniliy rezervuaro pabaigg arba angliavandeniliy rezervuaro
vandens zonos pradZia.

Apatiné angliavandeniliy rezervuaro naftos zonos sritis gali bati naftos zonos sritis, kuri tesiasi per tam tikrg
ilgj nuo Zemiausio naftos zonos tasko prieSinga gravitacijai kryptimi iki auk$€iausio naftos zonos tasko, kur
Zemiausias naftos zonos taskas atitinka angliavandeniliy rezervuaro pabaigg arba angliavandeniliy rezervuaro
vandens zonos pradZia.

Fermenty aktyvumas ir mikroby populiacijos padidéjimas pasiekiamas reguliuojant temperatirg, pH, maistiniy
medziagy pasiekiamumag ir pridedant tinkamy augimo stimuliatoriy.

Be to, j rezervuarg jleisto ABM tirpalo koncentracija optimizuojama, atsizvelgiant j vietiniy mikroby populiacijos

savybes ir pageidaujamg vandenilio gamybos greitj.

PAVYZDZIAI

METODOLOGIJA

A. Anaerobinés bazinés terpés sudéties arba recepto paruoSimas — Siame eksperimente buvo atliktas
anaerobinés bazines terpés (ABM) tobulinimas, siekiant maksimaliai padidinti bakterijy augimg ir vélesne

vandenilio dujy iSeigg, esant skirtingai temperatirai.

Medziagos ir budai

Eksperimento metu ABM + naftos + sirymo miSiniai buvo iSpilstyti j 100 ml buteliukus, paliekant 30 ml darbinj
tarj. Buteliukai buvo prapusti grynomis N2 dujomis, kad baty sukurta anaerobiné aplinka, ir uZzsandarinti
guminémis pertvaromis bei aliuminio uzspaudzZiamaisiais dangteliais. Be to, eksperimentai buvo atlikti, esant

60 °C ir 80 °C temperatdrai, kiekvienu atveju buvo pastebétas panasus augimas.

a. Auginimo fazeé:
= Sdrymo meéginiai (10 % tario) buvo jtraukti j ABM tirpalus, esant 60 °C arba 80 °C temperatdrai.
= ABM sudétyje yra esminés maistinés medZiagos, tokios kaip azoto ir fosforo Saltiniai, mikroelementai ir

vitaminai, skatinantys bakterijy augima ir fermentinj aktyvuma.



= Bakterijy augimo kinetika buvo stebima 200 valandy, o didZiausia koncentracija buvo nustatyta, matuojant
tirpalo drumstumag, esant 600 nm OD.
= PeriodiSkas méginiy émimas apémé méginiy dZiovinima ir mikroskopinj tyrima, kad baty galima vizualizuoti

bakterijy kolonijas.

b. Vandenilio gamybos fazé:

= Didziausios bakterijy kultdros iS auginimo fazés buvo pasétos | Sviezig ABM, papildytg nafta (3,3% tdrio)
specialiuose auginimo buteliuose.

= Tikslas buvo skatinti tolesnj bakterijy augima ir kiekybiskai jvertinti vandenilio dujy gamyba, naudojant dujy
chromatografijg.

= Dujy analizei atlikti buvo paimti 2,0 ml dujy méginiai i$ kiekvieno butelio virSutinés dalies, po to buvo atlikta

dujy chromatografiné analizé, naudojant ,Agilent 7890B GC* sistema.

Stebéjimai ir iSvados

1 pav. grafikas, sudarytas kaip grafiné ABM + siirymo + naftos méginio optinio tankio matavimy ir laiko
(valandomis) priklausomybés iSraiSka, rodo, kad bakterijos pasiekia didZiausig augimo pikg praéjus 72
valandoms, esant 0,20 optiniam tankiui. 1 pav. pavaizduotas optimizuotos ABM sudéties ABM + slirymo +
naftos méginio naudojimas tvariam bakterijy augimui skatinti.

2 pav. pavaizduotas ABM kompozicijos veiksmingumas vandenilio dujy gamybai palengvinti per 240 valandy
laikotarpj ABM + sirymo (10 %) + naftos (1 %) méginyje. 2 pav. grafikas, sudarytas kaip grafiné vandenilio
gamybos ir laiko (valandomis) priklausomybés iSraiska, rodo, kad per 48 valandas gaunama apie 7,5 bakterinio
vandenilio.

ABM potencialas didinti anaerobiniy bakterijy augimg ir vélesne vandenilio dujy gamybg yra puikus. Siomis
iSvadomis pabréziama, kaip svarbu optimizuoti ABM sudétj biotechnologinems reikméms ir pateikiamos

jzvalgos apie tvarius mikroby auginimo ir dujy gamybos bidus.

B. Anaerobinés bazinés terpés kompozicijos arba receptiros paruoSimas su deguonies sugérikliu
Siuo eksperimentu apibréZtas supaprastintas ABM receptas, papildytas deguonies sugérikliu (L- cisteino-HCI-

H20) anaerobinéms salygoms iSlaikyti ir efektyviam bakterijy augimui bei vandenilio gamybai gerinti.

Medziagos ir bidai:

a. Auginimo fazé: ABM kompozicija:

a NH4Cl: 1 g/L

b KH2PO4: 0,5 g/L

¢ mieliy ekstraktas: 4,0 g/L

d L-cisteinas-HCI-H20O (deguonies sugériklis): 0,4 g/L

= | ABM tirpalg pridétas strymas (10% tdrio) ir nafta (2% tdrio).

= Bakterijy augimo kinetika buvo stebima, matuojant optinj tankj, esant 600 nm (OD600) per 72 valandy
laikotarpj.

= Méginiy émimas apémé periodinius matavimus, siekiant nustatyti maksimaly bakterijy augima.

b. Vandenilio gamybos fazé:

= ABM sudétis atitiko auginimo faze.



= Sacharozés kiekis buvo papildomas, kad biaty galima stebéti vandenilio gamybos atsiklirimg po
stabilizavimosi.

= Vandenilio dujy gamyba buvo stebima 288 valandas.

= Méginiai buvo periodiSkai analizuojami, siekiant nustatyti vandenilio dujy kiekj dujy chromatografijos
badu.

Stebéjimai ir iSvados:

3 pav. pavaizduotas pastovus bakterijy augimo didéjimas, o didZiausias augimas pastebétas po 72 valandy.
Naudojant deguonies sugeériklj, uztikrinamos anaerobinés sglygos, palengvinant veiksmingg bakterijy
dauginimgsi. 4 pav. diagramoje paminéta, kad nuolatiné vandenilio gamyba rodo deguonies sugériklio
veiksmingumag, palaikant anaerobines sglygas. Be to, sacharozeés kiekio papildymas rodo gebéjimg jveikti
gamybos stabilizavimasi, todél padidéja vandenilio iSeiga.

Supaprastintas ABM receptas, papildytas deguonies sugérikliu, yra veiksmingas tvariam bakterijy augimui ir
nuolatinei vandenilio dujy gamybai palaikyti.

DNR, esanti stryme, surinktame i$ naftos rezervuary, buvo amplifikuota naudojant PCR, sekvenuota ir
palyginta su Zinomomis bakterijy bioinformatinémis DNR bibliotekomis tipo ir klasés lygiais. DNR i$ rezervuaro
strymo rastos proteobakterijy, Firmicutes, Bacteroidetes ir Spirochaetes bakterijy sekos tipo lygiu (5 pav.). Tai

Zinomos vandenilio gamintojos, pavyzdZiui, Clostridia ir Bacilli i8 firmikuty tipo, rasti klasés lygiu (6 pav.).

Vandeninio gavybos i$ rezervuary, kuriuose gausu angliavandeniliy, metodika

ISgaunant vandenilj i8 rezervuary, kuriuose gausu angliavandeniliy, naudojama skrupulinga metodika tiksliai
dujy kompozicijos analizei ir supratimui uztikrinti. Dujy meéginiai kruops¢iai paimami i$ naftos rezervuary
ir laikomi steriliose talpyklose, kad baty iSvengta uzterSimo. Po to taikomas iSsamus analitinis metodas,
naudojant pazangias technologijas, tokias kaip izotopy santykio masiy spektrometria (IRMS) ir dujy

chromatografija (GC), siekiant i8aiskinti surinkty dujy izotopine ir cheming kompozicijg.

Dujy kompozicijos analizé (1 lentelé):

Junginys 'Tariné koncentracija Tdriné koncentracija (be oro uzterStumo)
misinyje [% tdrio] [% tario]
C1 38.13007 38.28366
Cc2 11.07247 11.11707
C3 14.95245 15.01268
i-C4 2.61052 2.62103
n-C4 8.68477 8.71975
neo-C5 0.02564 0.02575
i-C5 2.838 2.84943
n-C5 4.18616 4.20302
>C6 2.81263 2.82396
>C7 1.8473 1.85474
>C8 0.2159 0.21677
>C9 0.00518 0.0052




>C10 0.00000 0.00000
CO, 4.74865 4.76763
N, 7.31892 7.03107
0O, 0.08496 0.00000
CO 0.00000 0.00000
He 0.188 0.18876
H, 0.27833 0.27945
H,S 0.00000 0.00000
Metilmerkaptanas 0.00002 0.00002
Etilmerkaptanas 0.00001 0.00001
Dimetilsulfidas 0.00000 0.00000
i-propilmerkaptanas  <0.00001 <0.00001
n-propilmerkaptanas (<0.00001 <0.00001
i-butiimerkaptanas <0.00001 <0.00001
n-butilmerkaptanas  |<0.00001 <0.00001
1 lentelé

Dujy chromatografija — tai stipri analizés priemoné, naudojama tiksliai cheminei dujy meéginiy, paimty i$
grezinio, kompozicijai nustatyti. Atliekant tokig iSsamig analize nustatyta, kad be kity sudedamuyjy daliy, yra
daug vandenilio dujy. Dujy chromatografijos duomenys teikia informacijg apie santykine jvairiy komponenty

gausg dujy fazéje, kurig galima toliau interpretuoti.

Vakary Lietuvoje esanciy naftos rezervuary izotopiné analizé (2 lentelé)

Kartu su chemine kompozicijos analize atliekama izotopiné analizé vandenilio dujy kilmei dujy fazése i$
netoliese, ypa€ Vakary Lietuvoje esanciy naftos rezervuary, nustatyti. Izotopy santykio masiy spektrometrija
(IRMS) naudojama vandenilio izotopinei kompozicijai nustatyti, ypa¢ sutelkiant démesj j 8D-H2 vertes, kurios
yra vandenilio Saltinio indikatoriai. Nustatytos didelés dD- H2 vertés rodo biogenine vandenilio kilme, kitaip

tariant, tai, kad jis grei€iausiai atsirado dél biologiniy procesy, susijusiy su organiniy medziagy skilimu.

513C-CO, 013C-C; oD-C, oD-H,

-14.4 -50.2 -281 -747

-13.1 -50.8 -275 -742
2 lentelé

Be to, C1/C2 anglies santykis, gautas i$ dujy chromatografijos duomeny (1 lentelé), dar kartg patvirtina iSvada
apie vandenilio biogeninj Saltinj. Didesnis C1/C2 anglies santykis atitinka kompozicijg, paprastai siejamg su
biogeniniu metanu — tai dar vienas argumentas pagrjsti nuomonei, kad vandenilio dujos yra rezervuaro
mikrobinés veiklos Salutinis produktas.

Nors pageidaujami jgyvendinimo pavydziai buvo parodyti ir aprasyti, suprantama, kad tokiu aprasymu
nesiekiama apriboti iSradimo — jis skirtas aprépti visoms modifikacijoms ir alternatyvioms konstrukcijoms,

atitinkancioms iSradimo dvasia ir apimt;.



ISRADIMO APIBREZTIS
1. Vandenilio gamybos i§ rezervuaro, kuriame gausu angliavandeniliy, kompozicija, apimanti
anaerobinés bazinés terpés (ABM) tirpalg su specifinémis maistinémis medziagomis, vitaminais,
mikroelementais, aktyviosiomis pavirSiaus medziagomis ir deguonies sugérikliu, kur minéta kompozicija
papildomai apima:
a. 1,0 - 100,0 g/L NH4CI;
b. 0,33 g - 33,0 g/L MgCl,.6H,0 ;
c.0,1-10,0 g/L CaCl,,6H,0;
d. 0,33 - 33,0 g/L KC;
e. 0,5- 50,0 g/L KH,POy;
f. 4,0 - 400 g/L mieliy ekstrakto;
g. 0,4 - 40 g/L L-cisteino-HCI.H,0;
h. 0,01 - 1 g/L bent vienos pavirSiaus aktyviosios medziagos; ir

i. 1 ml/L vitaminy ir mikroelementy tirpalo.

2. Kompozicija pagal 1 punkta, kur mikroelementy tirpalas sudarytas i§ mikroelementy, jskaitant, taiau
neapsiribojant nitrilotriacto ragstimi, MgSO4 (magnio sulfatu), MnSO4 (mangano sulfatu), NaCl (natrio
chloridu), FeSQOs4 (gelezies sulfatu), CoCl2 (kobalto chloridu), ZnSO4 (cinko sulfatu), CuSO4 (vario sulfatu), AIK

(SO4)2 (aliuminio kalio sulfatu), HsBOs (boro ragstimi) ir Na2MoOs4 (natrio molibdatu).

3. Kompozicija pagal 2 punktg, kur galutiné mikroelementy koncentracija tirpale apima:
a. 1,5 - 150,0 mg/L nitrilotriacto ragsties;
b. 3,0 - 300,0 mg/L MgSOy;
c. 0,5-50,0 mg/L MnSOy;
d. 1,0 - 100,0 mg/L NaCl;
e. 0,1 - 10,0 mg/L FeSOy;
f. 0,1 - 10,0 mg/L CaCly;
g. 0,1-10,0 mg/L CoCl;
h. 0,1 - 10,0 mg/L ZnSOy;
i. 0,01 - 1 mg/L CuSQy;
j- 0,01 - 1 mg/L AIK(SOa4); ;
k. 0,01 - 1 g/L H3BOg; ir
. 0,01 - 1 g/L NazMoOs.

4. Kompozicija pagal 1 punktg, kur vitaminy tirpalas parinktas i§ grupés, apimancios biotino, folio
rugsties, piridoksino hidrochlorido, riboflavino, tiamino, nikotino ragsties, pantoteno ragsties, vitamino B12, p-

aminobenzenkarboksiragsties ir tioktinés rugsties.

5. Kompozicija pagal 4 punktg, kur galutiné vitaminy ir maistiniy medziagy, susijusiy su vitaminy tirpalu,
koncentracija apima;

a. 2.0 - 200 ug/L biotino;

b. 2,0 - 200 mg/L folio ragsties;

¢. 2,0-200 pg/l piridoksino hidrochlorido;



d. 10,0 - 1 ug/L riboflavino;

e. 5,0 - 500 pg/L tiamino;

f. 5,0 - 500 pg/L nikotino rugsties;

g. 5,0 - 500 pg/L pantoteno ragsties;

h. 0,1 - 100 pg/L vitamino B12;

i. 5,0-500 pg/l p-aminobenzenkarboksirtgsties, ir

j- 5,0 - 500 ug/L tioktinés ragsties.

6. Kompozicija pagal 1 punktg, kur kompozicija gali apimti angliavandeniy 3altinj, jskaitant ir
neapsiribojant, cukraus formomis, pavyzdZiui, gliukoze, sacharoze, fruktoze, ir/arba krakmolais, pavyzdZiui,
kukurazy krakmolu, bulviy krakmolu, lanksg€iai, be kita ko, jskaitant alternatyvius anglies Saltinius, tokius kaip

pramoninis cukrus arba melasa.

7. Kompozicija pagal 1 punktg, kur aktyvioji pavirSiaus medziaga parinkta i§ grupés, apimancios
anijonines aktyvigsias pavirSiaus medziagas, katijonines aktyvigsias pavirSiaus medziagas, cviterionines

aktyvigsias pavirSiaus medziagas, nejonines aktyvigsias pavirSiaus medziagas ir jy derinius.

8. Kompozicija pagal 1 arba 7 punktg, kur aktyvioji pavirSiaus medZiaga, pageidautina yra ,Tween 80

9. Kompozicija pagal 1 punktg, kur mieliy ekstraktas apima jvairius elementus, jskaitant, bet

neapsiribojant, aminortgstimis ir azoto Saltiniais.

10. Kompozicija pagal 1 punktg, papildomai apimanti deguonies sugériklj anaerobinéms sglygoms
palaikyti, kur minétas deguonies sugériklis parinktas i$ grupés, be kita ko, apimancios L- 14 cisteing-HCI-H20,
natrio sulfita, eritorbatg, dietilhidroksilaming (DEHA), hidrochinong, hidrazing, karbohidrazidg ir
metiletilketoksimg (MEKO).

11. Kompozicija pagal 1 arba 10 punkta, kur kompozicijoje naudojamas deguonies sugériklis yra L-
cisteinas-HCI-H20.

12. Kompozicija pagal 1 punktg, kur anaerobinés bazinés terpés (ABM) tirpalas pritaikytas palaikyti

stabily pH diapazona, kuris sglygoja termofiliniy mikroorganizmy augima ir metabolinj aktyvuma.

13. Kompozicija pagal 12 punkta, kurioje parinkta bent viena maistiné medzZiaga, skatinanti

mikroorganizmo (mikroorganizmy) augimag rezervuare.

14. Vandenilio gavybos i§ rezervuaro, kuriame gausu angliavandeniliy, bldas, apimantis Siuos
Zingsnius:
a) iSrenkamas angliavandeniliy rezervuaras, apimantis naftos zong su judrigja vandens faze, kur
angliavandeniliy rezervuaras turi bent vieng grezinj, besitesiantj nuo angliavandeniliy rezervuaro pavirSiaus iki
virSutinés arba apatinés naftos zonos srities;
b) jleidZiama kompozicija, apimanti anaerobine bazine terpe (ABM) ir papildomas maistines medZiagas, j bent
vieng rezervuaro grezinj, esant skysc¢io temperattrai nuo 60 °C iki mazesnés nei 120 °C ir slégiui nuo 150 iki
300 bary;



¢) gaminamas vandenilj apimantis skystis i$ angliavandeniliy rezervuaro atidarius angliavandeniliy rezervuaro
grezinius, kurie tesiasi iki rezervuaro naftos zonos virSutinés arba apatinés srities, ir

d) gaminamos vandenilio dujos i$ vandenilj apimancio skyscio.

15. Bidas pagal 14 punkta, kur jleidziamas skystis yra 60-120 °C, pageidautina 70-110 °C

temperatdros.

16. Badas pagal 14 punkta, kur pagal biidg naudojamas skystis jleidZziamas 120—350 bary, pageidautina
150-300 bary slégio.

17. Budas pagal bet kurj ankstesnj punktg, kur rezervuare yra jdiegtas pH reguliatorius, kuris reguliuoja

vandenilj gaminand&iy mikroorganizmy pH intervale nuo 6,0 iki 8,0. 15

18. Bddas pagal bet kurj ankstesnj punktg, kur jleidziamas skystis apima bent vieno tipo
mikroorganizma, parinktg i§ grupés, be kita ko, apimancios termofilinius mikroorganizmus, Proteobacteria,

Firmicutes, Bacteroidetes ir Spirochaetes.

19. Bidas pagal 14 punktg, kur fermenty aktyvumo ir mikroby populiacijos padidéjimas pasiekiamas,

reguliuojant temperatirag, pH, maistiniy medziagy pasiekiamumga ir pridedant tinkamy augimo stimuliatoriy.

20. Budas pagal 14 punkta, kur j rezervuarg jleisto ABM tirpalo koncentracija optimizuojama,

atsizvelgiant j vietiniy mikroby populiacijos savybes ir pageidaujamg vandenilio gamybos greit;.

21. Badas pagal bet kurj i$ 14-19 punkty, kur rezervuaras, kuriame gausu angliavandeniliy, yra skyscio,

kuriame gausu angliavandeniliy, jskaitant, taiau neapsiribojant nafta / bitumu / sunkigja nafta, rezervuaras.
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